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 抗菌薬の有効性が期待できない薬剤耐性菌が世界的に増加の一途をたどって
いる。そのため行政・医療分野・畜産分野が一丸となった薬剤耐性菌への対策が
実施されており、特に医療分野において不必要な抗菌薬の使用を避けるといっ
た抗菌薬の適正使用が重要とされている。しかしながら、日本では抗菌薬が適応
外の感染症に使用されることが見受けられる。その一例として、Staphylococcus 
aureus 感染症の治療に Sulfamethoxazole-trimethoprim（ST）合剤が選択されるこ
とがある。この理由は、米国および欧州における ST 合剤の感受性率が 98-99%
であり耐性株がほとんど分離されていないため、海外の治療ガイドライン等で
推奨されていることが挙げられる。しかしながら、ST 合剤を用いた治療は奏功
せず投与期間が長期化する症例が散見される。 
 近年、ST合剤の長期投与を受けた S. aureus 感染症患者の喀痰を血液寒天培地
で培養したところ、直径 1 mm以下の小さなコロニ （ーsmall colony variants：SCVs）
が分離されることが報告された。この SCVsが薬剤耐性を示すのか、先行研究で
は明らかにされていないことから、本研究では ST合剤を用いた治療の長期化の
原因として SCVs が関与している可能性について基礎的検討を行った。 
 第一章では、S. aureus に対する in vitro ST合剤負荷により、ST 合剤耐性 SCVs
の出現に関する検討を行った。S. aureus 臨床分離株 40株（MRSA 20 株含む）に
対し、ST合剤の最小発育阻止濃度（minimum inhibitory concentration：MIC）およ
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び耐性変異株出現阻止濃度（mutant prevention concentration：MPC）を測定し、生
体内で耐性株が増殖しやすいとされる濃度域である耐性変異株選択濃度域
（mutant selection window：MSW）を決定した。被験菌株は全て ST 合剤感受性
を示したが、40株中 32株（80%）において、MSW に SCVsが検出された。すな
わち、MSW 濃度の ST 合剤負荷により SCVs が出現したことから、これらの株
は SCVs コロニーの形態を形成しやすい S. aureus を含むヘテロ耐性株であるこ
とが明らかになった。次にヘテロ耐性株のスクリーニング法を検討し、その感度
および特異度を決定した。最適なスクリーニングの条件は、ST合剤 4 g/mLお
よび thymidine 0.01 g/mLを含有するMueller-Hinton（MH）寒天培地を用いた 48
時間の培養であり、その感度および特異度はそれぞれ 100%、88.9%であった。
今回、同培地を用いた薬剤感受性試験（Etest 法）により、SCVs の形態を保持し
たまま ST合剤感受性を測定できる条件を見出した。この方法を用いることによ
り SCVs が全て ST 合剤耐性（MIC：> 32 g/mL）株であることが明らかになっ
た。さらに、これら SCVs の ST 合剤耐性機序を検討するため、菌体内への
thymidine 取り込みに関与する nucleoside permease C（NupC）をコードしている
nupC の mRNA発現量を定量した。SCVs における nupC の mRNA発現量は、臨
床分離株（wild type：WT）に比し約 4倍高く、thymidineの取り込みが亢進して
いた。すなわち SCVs は菌体外から thymidine を取り込むことにより菌体内の
thymidineの枯渇を回避し、ST合剤に耐性を獲得したと考えられた。しかしなが
ら通常の検査で用いられる MH 寒天培地は核酸類の分解処理が行われているこ
とから thymidine が全く含まれておらず、SCVs は発育できない。そのため臨床
検査で汎用される MH 寒天培地を用いた細菌検査では、耐性株を検出できなか
ったことが示唆された。今回の ST 合剤耐性 SCVs のスクリーニング法は、S. 
aureus 感染症に対し、ST 合剤投与前の検査で耐性株を検出できることから、不
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適切な使用を抑制できると考えられた。 
 他方、台湾、パキスタンおよびアフリカなどの国々では ST合剤耐性 S. aureus
の分離頻度が 35-59%と高い。また、これまで極めて低い耐性率を示していた米
国においても、ST 合剤の処方頻度の増加により耐性率が 6-13%まで上昇してき
ている。これらの耐性機序は、 trimethoprim の標的酵素である dihydrofolate 
reductase をコードする dfrB 遺伝子の変異に起因することが報告されているが、
その耐性獲得条件については明らかではなかった。第二章では、S. aureus に対し
ST 合剤の 1/2 MIC による経時的負荷を行うことにより、dfrB の変異による ST
合剤耐性株の出現条件について検討した。S. aureus 臨床分離株に対し ST合剤を
14日間負荷したところ、40株中 18株（45%）が ST合剤耐性を獲得した。これ
ら 18株の dfrB の塩基配列を解析したところ、全てに F98Y変異などが確認され
た。また、これら 18 株を抗菌薬フリーの培地で 14日間培養したところ、7株は
ST合剤感受性が回復したが、残り 11 株は耐性を保持した。さらに、前述の 7株
に対し ST 合剤を再負荷したところ、7 日以内に全て耐性を示すことが明らかに
なった。 
 生体内において ST 合剤耐性株が選択されることは、治療失敗ならびに長期投
与の原因となるが、その他の要因として細菌の biofilm 形成が挙げられる。しか
しながら、SCVs の biofilm 形成に関する検討はほとんどない。第三章では ST合
剤耐性 SCVsの biofilm形成量の測定および biofilm形成 SCVsに対する各種抗菌
薬の殺菌効果についての検討をおこなった。第一章で用いた S. aureus のWT 32
株と、その SCVs 32 株の計 64 株を被験菌株とし、biofilm 形成モデルを作製し
た。Biofilm 量を crystal violet 染色法で測定し、biofilm 形成促進遺伝子である sigB
の mRNA発現量も測定した。SCVs の biofilm 形成量はWTに比し約 2倍高く（P 
< 0.05）、sigB の mRNA 発現量が有意に上昇していた（P < 0.05）。SCVs は sigB
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の発現上昇を介して様々な物質代謝を調節していることが知られている。ST 合
剤によって sigB の mRNA 発現量が高い SCVs が選択されたことから、SCVs の
biofilm 形成量が高かったと考えられた。 
次に biofilm 形成 S. aureus に対する vancomycin、daptomycin、rifampicin および
minocycline の殺菌効果を検討した。Vancomycin および daptomycin は曝露後 24
時間で biofilm 形成 WTの生菌数を 1/104に減少させたのに対し、SCVs はほとん
ど減少しなかった。一方、rifampicin および minocycline は WT、SCVs ともに生
菌数を 1/104に減少させたが、72時間後には各々の菌数が baseline 付近まで回復
した。またこれらの株のほとんどが各薬剤に耐性を獲得した。 
 結論として本研究において、従来の細菌検査で困難であった S. aureus の ST合
剤耐性 SCVs の検出を可能にした。S. aureus 感染症に対する ST合剤の使用によ
り ST合剤耐性 SCVsが選択され、biofilm 形成を助長させるばかりか他の抗菌薬
の効果も減弱させる可能性がある。したがって、S. aureus 感染症に ST合剤を使
用しない適正使用の遵守が求められる。 
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